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RESUMEN

TITULO: Estudio de la composicion quimica y evaluacion de la capacidad
antioxidante de los extractos de la flor de Brownea macrophylla obtenidos por
diferentes técnicas de aislamiento*

AUTORA: Karol Carrillo Jaimes**
PALABRAS CLAVE: Brownea macrophylla, antioxidantes, compuestos fendlicos,

ORAC, ABTS™, Folin-Ciocalteu, UV-vis, LC-MS y GC-MS.

DESCRIPCION:

Algunos colorantes y antioxidantes sintéticos empleados en la industria alimenticia
y cosmética han generado una problematica debida a su impacto ambiental y a los
efectos nocivos sobre la salud humana, esto ha conducido a la blusqueda de
antioxidantes y/o colorantes de origen natural, que no afecten el ecosistema, ni
perjudiquen el bienestar de las personas. En las flores se han encontrado
colorantes con posible actividad antioxidante, y siendo Colombia uno de los
principales paises de exportacion de flores, se estudiéo una flor muy llamativa y
poco estudiada, Brownea macrophylla (Familia Fabaceae).

En este trabajo, se determind la actividad antioxidante por diferentes ensayos

(ORAC y ABTS™), de tres extractos obtenidos por SFE, MSPD y SE, de flores de
Brownea macrophylla, se identificaron metabolitos secundarios en estos extractos
y se hallé el contenido total de fenoles por el método Folin-Ciocalteu. Entre los
compuestos identificados en los extractos de flores de Brownea macrophylla, se
encontraron compuestos de naturaleza lipidica, como los fitoesteroles; también, se
identificaron compuestos flavonoides, entre ellos, las antocianinas, a las cuales se
les atribuye el color rojo-naranja de la flor. Los extractos obtenidos por MSPD y
SE, presentaron una actividad antioxidante mayor en comparacion con sustancias
de referencia (BHT y a-tocoferol) usadas.

Para la extraccion con solvente, se monitorearon algunas variables de extraccién
(relacién del solvente, acidez y temperatura), con el fin de encontrar, cuales
variables e interacciones son significativas en la obtencion del contenido de
antocianinas monoméricas totales. Se encontraron que las tres variables en
estudio y sus interacciones son altamente significativas en la extraccion de
antocianinas.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directores: Dra. Elena Stashenko y Dr. Jairo René
Martinez.
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ABSTRACT

TITULO: Study of the chemical composition and evaluation of the antioxidant
capacity of extracts Brownea macrophylla’s flower, obtained by different isolation
techniques*

AUTHOR: Karol Carrillo Jaimes**
KEYWORDS: Brownea macrophylla, antioxidants, phenolics compounds, ORAC,

ABTS™, Folin-Ciocalteu, UV-vis, LC-MS y GC-MS.

DESCRIPTION:

Some dyes and synthetic antioxidants, used in the food and cosmetic industries,
have generated a problem due to the environmental impact and the harmful effects
on human health, that led us to look for antioxidants and / or colorants of natural
origin that do not affect the ecosystem or harm human health. The flowers possess
pigments with antioxidant activity; and as Colombia is one of the countries, which
export flowers, we studied a very attractive and very little studied, flower of
Brownea macrophylla (Fabaceae Family).

Antioxidant activity was determined by different assays (ORAC and ABTS™) of
three Brownea macrophylla flower extracts (SFE, MSPD and SE). The secondary
metabolites were identified in these extracts and total phenol content was found by
the Folin-Ciocalteu method. Among the compounds identified in the Brownea
macrophylla flower extracts, e.g., phytosterols, were also identified flavonoid
compounds as anthocyanins, to which the flower color is attributed. The extracts
obtained by MSPD and SE, had higher antioxidant activity compared with
reference substances used (BHT and a-tocopherol).

Some variables (solvent ratio, acidity and temperature) were studied in SE, order
to find which of them are significant in obtaining the higher amount of total
monomeric anthocyanin. It was found that these three variables under study and
their interactions are highly significant in the anthocyanin extraction.

*Proyect to degree
**Science Faculty, Chemistry School, Directors: Dr. Elena Stashenko y Dr. Jairo René Martinez.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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15



INTRODUCCION

El género Brownea (Familia Fabeceae) cuenta con aproximadamente 25 especies
vegetales adaptadas a climas tropicales; es nativo de Sudamérica [1]. Algunas de
estas especies han sido usadas en la medicina tradicional para curar los efectos
producidos por mordeduras de serpientes [2]. Los nativos de las regiones, donde
prolifera este género, suelen llamar a las especies de diferentes formas, como
Brownea rosademonte, arbol Palo de Cruz o Rosa de Monte [1]. Aunque este
género no ha sido muy estudiado, la mayoria de los reportes cientificos muestran
la capacidad de los extractos acuosos e hidro-etandlicos de diferentes partes del
arbol de Brownea rosademonte, para neutralizar el veneno de diferentes especies
de serpientes [2, 3]. Otro de los estudios realizados a este género, es sobre la
fenologia de Brownea Palo de Cruz, donde se mostré que el clima célido es
apropiado para su desarrollo [1]. Algunas de las especies de este género son B.
ariza, B. gradiceps, B. capitella y B. macrophylla; estas especies guardan una
caracteristica en comun que las hace muy atractivas: su flor. Las flores de estas
especies son de colores que van del naranja al rojo brillante, son grandes,
llamativas, se usan en infusiones para tratar hemorragias menstruales [4] y, hasta
hoy en dia, han sido poco estudiadas.

La investigacion realizada en este trabajo, tuvo como base la problematica que
existe con los colorantes y antioxidantes sintéticos, los cuales han generado
algunos efectos nocivos sobre la salud humana [5, 6]. Por ello, actualmente, se
buscan colorantes de origen natural, con propiedades antioxidantes, para ser
incorporados en productos de uso diario. Las flores tienen la capacidad de
sintetizar pigmentos y ademas con propiedades que benefician y cuidan la planta.
Las flores pueden ser materia prima para la obtencion de colorantes naturales,
gue otorguen a un producto, tanto el color, como algunas de las propiedades que
dichos compuestos usan para proteger y preservar la especie vegetal.

Este trabajo se enfocd en el estudio de la composicion quimica de diferentes
extractos (etandlicos, fluido supercritico y por dispersiéon de la matriz en fase
sélida) de la flor de B. macrophylla, y en la determinacion de la actividad
antioxidante de cada uno de los extractos. Los metabolitos secundarios presentes
en el extracto de flores de B. macrophylla y obtenidos por extracciéon con fluido
supercritico (SFE), se identificaron por medio de cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS), y los compuestos encontrados en los
extractos con solvente (SE) y por dispersion de la matriz en fase solida (MSPD),
se identificaron por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS). Se evalud la actividad antioxidante de cada uno de los extractos
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mediante los ensayos de capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) y

decoloracion del cation-radical ABTS™, y se determiné el contenido fendlico para
cada extracto, por medio del ensayo Folin-Ciocalteu.

Cabe mencionar que, hasta el momento no se encuentran estudios sobre la
composicién quimica de extractos de la flor de B. macrophylla.

En los extractos (MSPD y SE) de flores de B. macrophylla se encontraron
compuestos fenolicos, como flavonoles, flavanoles y antocianinas, pertenecientes
a la familia de flavonoides, a los cuales se les atribuye la capacidad antioxidante
gue presentaron los extractos. En contraste, en el extracto obtenido con fluido
supercritico, no se identificaron flavonoides, aunque se aislaron otros compuestos,
e.g., fitoesteroles.

Algunos de los resultados de esta investigacion fueron divulgados en el IV
Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales (COLAPLAMED 2016), y en el
V Congreso Iberoamericano de Productos Naturales (CIPNat 2016) en
modalidades poster y ponencia oral.
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1. MARCO DE REFERENCIA
1.1 Antecedentes

Con el fin de conocer qué investigaciones se han realizado sobre el género
Brownea, se llevé a cabo una busqueda, en la base de datos Scopus (Elsevier),
enfocada en los estudios realizados sobre este género; la ecuacion de busqueda
empleada fue TITLE-ABS-KEY (Brownea).
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Figura 1. Nomero de publicaciones sobre el género Brownea. Periodo de
bdsqueda: 1954-2016. Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABS-KEY (Brownea). Fecha de consulta: 5 de octubre de 2016.

En la Figura 1, se muestra el numero de publicaciones acerca del género
Brownea, en el periodo 1959-2016. No se registran resultados en afios anteriores
a 1959. Se puede apreciar, que el estudio sobre este género no ha tenido un gran
progreso: el nimero maximo de publicaciones en una década (2002-2012)
correspondio a 15 trabajos. En 2016, hasta el momento (octubre de 2016) no se
registran trabajos publicados.
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Figura 2. Paises con publicaciones sobre el género Brownea. Periodo de
bdsqueda: 1954-2016. Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABS-KEY (Brownea). Fecha de consulta 5 de octubre de 2016.

En la Figura 2, se muestran los paises, en donde se han realizado investigaciones
sobre el género Brownea. La lista la encabeza Colombia con 9 publicaciones. Se
puede apreciar que solo hay 11 paises con trabajos sobre este género vy, la
mayoria son de América.

En la base de datos Scopus (Elsevier), con la ecuacién de busqueda [TITLE-ABS-
KEY (Brownea)], durante el periodo 1954-2016, se encontr6 que se han realizado
32 trabajos sobre Brownea; las investigaciones realizadas en Colombia son las
mas citadas en comparacion con las producidas en otros paises.

Otero, R. et al. (2000) [7] determinaron que el extracto etandlico de la raiz de
Brownea rosa-de-monte, tiene una actividad neutralizante ante el veneno
inyectado a ratones de la serpiente Bothrops atrox que habita en las regiones del
Choco y Antioquia.

Nufez, V. et al. (2004) [2] mostraron que el extracto etandlico de la raiz de

Brownea rosa-de-monte tiene una actividad neutralizante contra los venenos de

tres especies diferentes de serpientes, Lachesis muta, Crotalus durissus y
19



Micrurus mipartitus, inyectados por via intraperitoneal a ratones; los extractos
fueron suministrados por medio intravenoso.

Nufez, V. et al. (2004) [3] evaluaron en ratones, la capacidad neutralizante y
coagulante del extracto etandlico de la corteza del tronco de Brownea rosa-de-
monte, frente al veneno de la serpiente Bothrops asper.

Gil, J. F. et al. (2009) [8] caracterizaron, aislaron y midieron la actividad citotéxica y
la capacidad anticancerigena de dos flavonoides (quercitrina y quercetina)
contenidos en el extracto etandlico de las hojas frescas de Brownea ariza.

Lizcano, L. J. et al. (2010) [9] compararon el contenido de flavonoides, la
capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles del extracto acuoso de la
corteza de varias especies vegetales, entre ellas, Brownea rosa-de-monte.

Mack-Wen, V. L. et al. (2010) [10] hallaron que el extracto etandlico de la corteza
de Brownea ariza tiene una capacidad inhibitoria y coagulante sobre el veneno de
la serpiente Bothrops asper.

Sampedro, A. et al. (2011) [11] realizaron un estudio sobre las especies vegetales
mas importantes en la localidad de Sucre (Colombia), para incrementar el
ecoturismo, y encontraron que Brownea ariza es una de las especies mas
representativas de su género por la belleza de sus flores.

Lizcano, L. J. et al. (2012) [12] mostraron los resultados de la peroxidacion lipidica
inhibitoria, actividad antimicrobiana, el contenido total de fenoles y de flavonoides
de extractos acuosos de raices de Brownea rosa-de-monte, y encontraron como
componentes mayoritarios catequina, epicatequina, quercetina y kaempferol.

Gbomez, A. et al. (2012) [1], publicaron los resultados sobre el seguimiento de
crecimiento a un cultivo de arboles de Brownea rosa-de-monte; alli, mostraron
como el clima influye sobre el crecimiento del arbol, la fructificacion y en la
floracién, y concluyeron que, con el clima calido y con precipitacion baja de lluvia,
los arboles mostraron un incremento en el nimero de flores y frutos.

Pereira, B. et al. (2015) [13] evaluaron la capacidad de coagulacion en la sangre,
de extractos acuosos de flores de B. grandiceps; encontraron que los extractos
presentaron taninos, saponinas, glucésidos, alcaloides, flavonoides y cumarinas.
Concluyeron que el extracto de la flor de B. grandiceps es util para incrementar la
coagulacion de la sangre, debido a la presencia de fibronectina.
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1.2 Marco teorico
1.2.1 Género Brownea y Brownea macrophylla

El género Brownea tiene aproximadamente 25 especies [14]. Algunas de ellas se
confunden con B. macrophylla, ya que poseen caracteristicas similares; entre
ellas, se encuentran: B. grandiceps, B. capitella, y B. ariza. Estas especies, junto
con B. macrophylla, poseen flores llamativas de colores calidos, hojas alargadas
y, también, son arboles de gran altura [15]. B. macrophylla se conoce como “B.
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rosa-de-monte”, “Palo de Cruz”, “Soplo Rojo”, “Rosa de Venezuela”, entre otras.

El crecimiento de B. macrophylla, se favorece en climas célidos secos, Yy la etapa
de floracibn se da cuando se presenta poca precipitacion de lluvias [1]. B.
macrophylla pertenece al reino Plantae y a la familia Fabaceae.

B. macrophylla es un arbol que puede llegar a medir entre 10 y 25 m de altura [1],
con un didmetro entre 40-60 cm, no hay claridad sobre el origen de esta especie,
ya que F. D. Rauch et al. (2009) [15] mencionaron que Colombia, Venezuela y
Panama son los paises de los cuales esta especie es nativa, pero J. Morera et al.
(1995) [16] aseguraron gque es Venezuela. Otros autores [13, 14], cuando tratan
del origen, se refieren a los paises del norte de Sudameérica. Esta especie posee
hojas alargadas puntiagudas. Lo mas llamativo de esta planta son sus flores
(Véase Figura 3); crecen a lo largo del tronco principal y en algunas
ramificaciones, pueden llegar a medir entre 5-10 cm de largo, son de color naranja
arojoy el arbol llega a tener de 30 a 50 flores, por inflorescencia [14].

Figura 3. Flor de Brownea macrophylla. Foto tomada por la autora. Fecha: 15 de
enero del 2016. Lugar, CENIVAM-UIS, Bucaramanga.
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1.2.2 Antioxidantes

Un antioxidante (AH), se define como una sustancia que, en bajas
concentraciones, retrasa significativamente o previene la oxidacion de otras
moléculas [17]. Algunos antioxidantes se producen en el cuerpo humano para
cumplir con las funciones fisiologicas necesarias. También pueden ser
sintetizados para su incorporacién en alimentos, productos de aseo y/o
cosmeéticos, con el fin de alagar la vida util y evitar su deterioro. Estos ultimos son
llamados AH sintéticos [18]. Los AH sintéticos empleados en algunos productos
de la industria han generado una problematica debido al efecto negativo sobre el
medio ambiente y a los efectos nocivos sobre la salud humana [5, 6, 18].

Los radicales libres son &omos o moléculas, caracterizadas por poseer uno o
mas electrones desapareados. Se forman como intermedios de reacciones, a
partir de la ruptura homolitica de una molécula; son muy inestables, reactivos y de
vida media muy corta [19]. En el organismo, los radicales libres oxidan
constantemente otras moléculas, acelerando el envejecimiento y la proliferacion
de enfermedades; también son responsables de la disminucién de los &cidos
grasos insaturados (oxidacion lipidica).

Muchos AH sintéticos y radicales libres han sido fuente de enfermedades [18, 20].
Esto promueve la bisqueda de AH de origen natural, que no afecten el
ecosistema, ni perjudiquen el bienestar de las personas al consumir productos
gue incorporen estas sustancias.

Los antioxidantes pueden clasificarse segun su origen en el ser humano,
mecanismo de accion y naturaleza.

1.2.2.1 Clasificacion de los AH, segun su origen en el ser humano

Algunos antioxidantes se bio-sintetizan en el organismo para el buen
funcionamiento del mismo; estos se llaman AH enddgenos. Pero solo los AH
enddgenos no son suficientes para una vida saludable. También existen algunos
gue deben ser introducidos por medio de la dieta alimenticia; éstos se conocen
como AH exbgenos.

Los AH endbgenos son aquellos que no son requeridos en la dieta, ya que se
sintetizan en el cuerpo. Entre los mas conocidos, se encuentran el glutation, la
catalasa, glutation peroxidasa (GPX), superéxido dismutasa (SOD), el ubiquinol,
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entre otros [21, 22]. Todos cumplen funciones antioxidantes importantes para el
desarrollo del organismo.

Los AH exdgenos son los compuestos que ingresan al organismo solo a través de
la dieta, y son necesarios para complementar las funciones de los AH enddgenos.
Los mas comunes y necesarios son: acido ascorbico (vitamina C), B-caroteno, a-
tocoferol (vitamina E), algunos polifenoles y minerales como el hierro, zinc,
selenio, que aunque estan presentes en el cuerpo, es necesaria su ingesta
adicional. Los minerales no tienen alguna accion AH por si solos; sin embargo, son
requeridos para la actividad de algunas enzimas antioxidantes [21, 22].

1.2.2.2 Clasificacion de los AH, segun su mecanismo de accion

Los antioxidantes también se pueden clasificar segun el mecanismo de proteccion
que ejercen hacia la oxidacion lipidica y durante el estrés oxidativo, asi: 1).
Antioxidantes primarios; 2). Antioxidantes secundarios y 3). Antioxidantes
terciarios [23].

Antioxidantes primarios: Son AH que funcionan como aceptores de los radicales
e impiden y retrasan la oxidacion lipidica y el estrés oxidativo. Este tipo de
proteccion es la empleada por los AH enziméticos. La mayoria de los AH primarios
son mono o polihidroxifenoles, la sustitucion con un grupo donador de electrones
en las posiciones orto/para con respecto al hidroxilo del fenol aumenta la actividad
antioxidante de los compuestos; como ejemplo de ello, esta el BHA (2-terc-butil-4-
hidroxianisol) (Véase Figura 4.A) [23].
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Figura 4. Estructuras de algunos AH sintéticos. A. BHA. B. BHT. C. Etoxiquina
(E324).
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Antioxidantes secundarios o preventivos: Los AH secundarios proporcionan
hidrégeno a los AH primarios y/o descomponen los hidroperéxidos a especies no
radicalarias. La diferencia con los AH primarios, es que los secundarios no
estabilizan los radicales libres, sino que proporcionan una especie de “apoyo” a los
primarios. Un ejemplo de estos son los acidos citrico, succinico, tartarico,
ascorbico y algunos carotenoides [23].

Antioxidantes terciarios: Son algunos AH que reparan el dafio en biomoléculas
perjudicadas por radicales libres. Algunos AH presentan mas de un mecanismo de
accion. Se conocen como AH de funcion multiple [23].

1.2.2.3 Clasificacion de los AH, segun su naturaleza

Otra posible clasificacién de los antioxidantes es segun su naturaleza, es decir, Si
el AH fue creado artificialmente (sintético), o fue extraido de una especie vegetal o
animal; estos ultimos AH se llaman antioxidantes naturales.

Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos se sintetizan por los humanos, y se usan para la
preservacion de algunos productos, estabilizacion de grasas, aceites y
conservacion de alimentos. Existen muchos compuestos antioxidantes. Sin
embargo, solo algunos se incorporan en los alimentos, debido a algunas normas
de seguridad. Los antioxidantes fendlicos sintéticos estan sustituidos con grupos
alquilo para mejorar la solubilidad en grasas y aceites [23]. En la Tabla 1, se
muestran algunos antioxidantes de uso industrial, entre ellos, el BHT (Véase
Figura 4.B.), frecuentemente usado en las industrias alimenticia y cosmética, y la
etoxiquina (Véase Figura 4.C.).

Tabla 1. Antioxidantes sintéticos de mayor uso en la industria.

Férmula

AH Sintético Uso

molecular

Industria alimenticia de animales. Pesticida de

Etoxiquina (E324) C1H1eNO  frutas 124,
BHA (E320) CuHi0,  Industrias alimenticia y cosmética %,
BHT (E321) C1sH2,0 Industrias alimenticia y cosmética ..
TBHQ (E319) CiHis0,  Industria alimenticia %!,
Malato de potasio (E351) C,H.K,0s  Industria alimenticia .
Estereato ascorbilo (E305) C,sH1,0O,  Industria alimenticia 29,
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Antioxidantes naturales

Un antioxidante natural es aquel que, extraido de una especie vegetal o animal, es
capaz de proteger un sistema biolégico de reacciones y procesos de oxidacion;
puede ser un flavonoide, compuesto fendlico o carotenoide, que son los AH que se
encuentran, de forma mas frecuente, en las plantas [5, 6, 27]. En los ultimos afios,
se ha presentado un aumento de investigaciones para buscar antioxidantes
naturales, con el fin de reducir el consumo de antioxidantes sintéticos en los
alimentos, debido a los efectos negativos sobre la salud que estos puedan tener
[23]. Entre los antioxidantes naturales, pueden encontrarse las siguientes familias
de compuestos:

Minerales

Los minerales aqui descritos no tienen alguna accion AH por si solos,
aunque, se requieren para la actividad de algunas enzimas antioxidantes
[21, 22]. El zinc es un elemento quimico esencial para los seres humanos,
interviene en el metabolismo de proteinas y acidos nucleicos. El zinc se
considera como un antioxidante, porque puede proteger la piel y los
musculos del cuerpo contra el envejecimiento. También, se supone que es
beneficioso para el sistema inmunolégico humano, y su deficiencia puede
ser perjudicial para practicamente todas las partes del cuerpo humano [28].
El selenio es un elemento quimico, que se usa con diversos fines, ayuda a
neutralizar los radicales libres y estimula el sistema inmunol6gico. Ademas,
es un componente de los antioxidantes glutation peroxidasa y la
tiorredoxina reductasa [29].

Vitaminas

Entre el grupo de las vitaminas, se encuentra un antioxidante natural muy
conocido, la vitamina C. La vitamina C (enantibmero L del acido ascorbico)
es un suplemento esencial para el ser humano, debido a que no se sintetiza
por el organismo; por eso, su presencia en la dieta es indispensable. La
ausencia de esta vitamina inhibe la produccion de colageno y produce una
enfermedad llamada escorbuto [30]. El acido ascoOrbico puede reducir
algunos radicales. Un ejemplo, es la donacién de un atomo de hidrégeno al
radical tocoferilo y luego la regeneracion del tocoferol, que se observa
comunmente en los sistemas biologicos. El acido ascérbico, sus sales y sus
ésteres se utilizan como antioxidantes en algunos frutos secos y en la
preservacion de la carne [23]. La vitamina E es un grupo de compuestos
gue incluyen tocoferoles y tocotrienoles. Se puede encontrar en el aceite de
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germen de trigo, de girasol y de cartamo. Como antioxidante soluble en
grasa, detiene la produccion de especies reactivas de oxigeno que se
forman cuando la grasa se somete a oxidacion. Gracias a su solubilidad en
grasa, se incorpora en las membranas celulares, lo que las protege del
dafo oxidativo. La vitamina E también se ha usado como un antioxidante
comercial en polietileno de ultra alto peso molecular (UHMWPE, por sus
siglas en inglés Ultra-High-Molecular-Weight Polyethylene), empleado en
implantes de cadera y de rodilla para ayudar a resistir la oxidacion del
material [31].

Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos organicos pertenecientes al grupo de los
tetraterpenos (C4o), que se encuentran en plantas, algas, algunos hongos y
bacterias. Los carotenoides que contienen atomos de oxigeno son llamados
xantofilas. Los demas constituyen el grupo de los llamados carotenos. Los
carotenoides tienen colores caracteristicos, desde amarillo, naranja, hasta
rojo oscuro; su color se encuentra directamente relacionado con su
estructura. Si el nimero de enlaces dobles conjugados aumenta, la longitud
de onda de la luz absorbida también se incrementa, dando al compuesto
una apariencia mas rojiza. Los carotenoides son responsables de la
coloraciébn en los tomates, zanahorias, langostas y salmén [32]. Los
carotenoides pueden actuar como antioxidantes primarios al atrapar
radicales libres. En los alimentos, los carotenoides suelen operar como
antioxidantes secundarios; sin embargo, algunos carotenoides neutralizan
radicales libres e intervienen como antioxidantes de ruptura de cadena [23].

Tocoferoles

Los tocoferoles son varios compuestos organicos conformados por varios
fenoles metilados. Los tocoferoles y tocotrienoles son compuestos
antioxidantes naturales que se encuentran mayoritariamente en diferentes
tejidos. Son solubles en grasas y se encuentran en abundancia en
alimentos derivados de aceites vegetales, por ejemplo, en aceite de maiz y
soja. La actividad antioxidante de los tocoferoles se debe, principalmente, a
gue eliminan los radicales peroxilos, interrumpiendo asi la propagacion en
cadena de los radicales. Los productos de descomposicion de los
tocoferoles (durante la oxidacion térmica) pueden oxidarse lentamente y
liberar tocoferol, que puede actuar como un antioxidante [23].
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e Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de metabolitos secundarios organicos
encontrados en plantas, caracterizados por la presencia de mas de un
grupo hidroxilo y fenoles por molécula. Los polifenoles se subdividen en
taninos hidrolizables y taninos condensados. Entre estos, los &acidos
fendlicos y derivados polifendlicos se encuentran presentes de forma
natural, son antioxidantes del tipo hidrofilo-hidréfobo. En los alimentos,
estos compuestos polifendlicos actian como captadores de radicales o
guelantes de metales, y algunos desempefian un papel multifuncional.
Numerosas plantas y sus partes, han sido identificadas como fuentes de
acidos fendlicos, flavonoides y compuestos similares [23].

1.2.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos se definen como sustancias que tienen uno 0 mas
anillos arométicos, con uno o mas grupos hidroxilo, y poseen sustituyentes
diferentes a los de los grupos hidroxilo, por ejemplo, heteroatomos como el
oxigeno (Véase Figura 5). En la naturaleza se encuentran mas de 8000
compuestos fendlicos, los cuales se pueden clasificar segin su numero y posicion
de atomos de carbono [33]. En la Tabla 2, se muestra una clasificacion de los
compuestos fenolicos.
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Tabla 2. Clasificacién de compuestos fendolicos [34].

Nombre Esqueleto Ejemplo

Fenoles sencillos Ce Catecol

Acidos fenodlicos Ce-Cy Acido gélico

Acidos cinamicos Acido cafeico

. Cs-C3 .

Cumarinas Dicumarol

Xantonas Ce6-C1-Cq Mangiferina

Estilbenos Ces-C2-Co Resveratrol

Flavonoides Luteolina
Flavonoles Quercetina
Flavanonoles Dihidroquercetina
Flavanonas Ce-C3-Co Naringenina
Flavanoles Catequina
Chalconas Chalconaringenina
Antocianinas/antocianidina Pelargonidina

Lignanos (C6-C3)2 Enterodiol

Ligninas (C6-C3)n Lignina

Taninos (Ce-C3-Cg)n  Acido téanico

Los fenoles y los polifenoles desempeian importantes funciones durante el
metabolismo secundario de las plantas. Algunos ejemplos de ello son: la
regulacién de hormonas de crecimiento, la proteccion contra la radiacion (UV), la

coloracion para fomentar la atraccion de polinizadores,

la prevencion de

infecciones microbianas, entre otras funciones [35]. A diferencia de los fenoles
sencillos, los polifenoles son moléculas un poco mas grandes, depositadas en las
vacuolas de las células. Los compuestos fenélicos se encuentran de forma libre o
como glucésidos, en todas las partes de la planta [36].
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Las antocianinas, como otros flavonoides, actian como neutralizadores de
especies oxidantes, por ejemplo, el anidon superoxido, radicales peroxilo e hidroxilo
[35]. También, reaccionan con iones metalicos y, por lo tanto, indirectamente
disminuyen la produccion de radicales hidroxilo. Algunos flavonoides poseen alta
actividad antioxidante, antimicrobiana, antifungica, anticoagulante, antibacteriana,
antitumoral, antialérgica, antiinflamatoria o de inhibicion de virus. Por esto es tan
recomendada su presencia en la dieta [37]. Algunos polifenoles se utilizan
tradicionalmente como colorantes. Por ejemplo, en la India, la cascara de granada,
con un alto contenido de taninos y otros polifenoles, o su jugo, se emplea en el
tefido de tejidos [35].

Estructura basicade un flavonoide

Flavonas: Enlas posiciones 2y 3: doble
enlace, en la posicion 4: grupo carbonilo.
Flavonoles: Enlas posiciones 2 y 3: doble
enlace, posicién 3: grupo hidroxilo, posicion 4:
grupo carbonilo.

Flavanoles: Posicion 3: grupo hidroxilo.
Flavanonas: Enla posicion 4: grupo carbonilo.
Flavanonoles: Posicion 3: grupo hidroxilo,
posicion 4: grupo carbonilo.

Antocianidina: Posiciones 1y 2: doble enlace;
posicion 3: grupo hidroxilo; posiciones 3y 4:
doble enlace.

Figura 5. Estructura basica de un flavonoide y sus clases. La descripcion se hace
respecto al anillo C. Clasificacion tomada de Robards, K. et al. (1999) [34].
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1.3 Recoleccién y secado del material vegetal

El material vegetal (flores), se recolecto6 en el jardin del Centro de Investigacion de
Excelencia CENIVAM, en la Universidad Industrial de Santander.

Para lograr identificar los compuestos presentes en los extractos, es necesario
encontrar una manera en que los flavonoides no se alteren durante los procesos
de extraccion y almacenamiento; las antocianinas se degradan por un tratamiento
térmico, exposicidén a la luz y reaccionan facilmente con oxigeno y otros fenoles
[38]. Otro factor que influye en la estabilidad de las antocianinas es la presencia de
agua; asi como los microorganismos, por ejemplo, bacterias, levaduras y mohos
dependen de la actividad del agua para su crecimiento [39], la degradacion de las
antocianinas esta relacionada con la presencia agua [40]. Jiménez, N. et al. (2012)
[41] concluyeron en su investigacion, que la reduccidon de la actividad del agua
tuvo un efecto positivo en la estabilidad de las antocianinas; por este motivo, fue
necesario usar el método de liofilizacion como parte del proceso de obtencién de
extractos.

La liofilizacion es un proceso de tres etapas: (1) congelacion, (2) deshidratacion y
(3) conservacion de la muestra, sin alterar su composicion quimica; la muestra
liofilizada no requiere almacenamiento a temperaturas bajas. En este proceso, el
agua presente en la muestra se sublima en un paso. La liofilizacién se usa en las
industrias alimenticias y farmacéuticas para conservar los alimentos vy
medicamentos libres de microorganismos [42].

1.4 Obtencion de extractos
1.4.1 Dispersién de la matriz en fase solida

La dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés), es una
técnica de extraccion, y fraccionamiento de soélidos, semi-sélidos 0 muestras
viscosas, que busca el aislamiento de analitos presentes en las células de tejidos
vegetales o animales. Tiene un porcentaje de extraccion alto, gracias al uso de un
adsorbente, dispersante y un solvente de elucion; ademas tiene la capacidad de
eluir un compuesto o familia de compuestos con una cantidad de muestra
pequeia (0,2 g) [43, 44].

En la mayoria de ocasiones, como fase solida se usa silice unida a C;g. De esta
manera, la dispersion, extraccion de la muestra y limpieza se llevan a cabo
simultdneamente. Como agente dispersante, se emplean solventes organicos
volatiles, y como solvente de elucion, algunos alcoholes [44]. Este método se
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emplea en la extraccion de sustancias organicas, para el andlisis de farmacos,
contaminantes y pesticidas, a partir de muestras de alimentos, ambientales, entre
otras. Los extractos obtenidos por esta técnica pueden ser analizados por
cromatografia liquida o gaseosa acoplada a espectrometria de masas [45].

Zhang, H. et al. (2014) [46] emplearon la dispersion de la matriz en fase soélida
como método de extraccion de flavonoides en flores de Chrysanthemum
morifolium; lograron identificar rutina, catequina, quercetina, kaempferol,
apigenina, luteolina, naringenina y acido ferulico.

Herrero, M. et al. (2012) [47] estudiaron diferentes polifenoles en frutos y flores
usadas en la industria alimenticia, aplicando diferentes técnicas de extraccion,
entre ellas, MSPD.

Las siguientes son las principales ventajas de la extracciéon por MSPD: que
requiere pequefia cantidad de muestra y solventes, es rapida, econémica, puede
ser llevada a cabo bajo condiciones de extraccion suaves (temperatura ambiente y
la presion atmosférica); proporciona un rendimiento aceptable y se puede
modificar su selectividad [43-45].

1.4.2 Extraccién con fluido supercritico

La extraccion con fluido supercritico (SFE, por sus siglas en inglés), es una técnica
gue usa un fluido, como solvente bajo presion y temperatura por encima de su
punto critico; en esta regién, los fluidos tienen una mayor interaccion con la
muestra, penetran mas facilmente en los poros de la matriz y aumentan su
solubilidad [48]. La baja tension superficial que poseen estos fluidos permite su
ingreso a través de los poros de matrices heterogéneas, lo que reduce tiempos de
extraccion y aumenta los rendimientos [49].

El solvente que se utilizd en este trabajo fue el didxido de carbono (CO,), ya que
logra llegar al estado supercritico a temperaturas cercanas a la temperatura
ambiente, lo que evita la degradacion e isomerizacion de los analitos. También, es
un gas facil de comprimir, no inflamable, no téxico y de bajo costo [50].

El CO,, tiene afinidad con moléculas de bajo a mediano peso molecular, apolares
o de polaridad media; por ende, es habitual encontrar terpenos, algunos acidos
grasos y compuestos termolabiles en extractos de material vegetal con fluido
supercritico [48].

Li, S. et al. (2013) [51] reportaron la identificacion de algunas antocianinas, entre
ellas, delfinidina, peonidina, malvidinia, cianidina-3-glucésido, entre otras, en
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extractos de pétalos de flores de Chaenomeles nisinensis, usando como técnica
de obtencidn la extraccion con fluido supercritico.

1.4.3 Extraccién con solventes

La extraccion con solventes (SE, por sus siglas en inglés Solvent Extraction)
organicos es un tipo de extraccion solido-liquido que permite extraer una serie de
compuestos a partir de una muestra sélida, por medio de diferentes solventes o
sus mezclas. Durante el proceso, la muestra se sumerge en un solvente con el fin
de solubilizar uno o0 més compuestos, dependiendo de su solubilidad. Se pueden
aislar compuestos de polaridad alta, media o apolares, segun el solvente usado
[52]. Este método de extraccion, también se aplica en la obtencion de aceites
vegetales [53].

1.5 Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno

Entre los ensayos para la determinacion de la capacidad antioxidante, se
encuentra el método de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC).
Este procedimiento se usa frecuentemente en la determinacion de la capacidad
antioxidante en alimentos [54]; el ensayo mide la disminucion de fluorescencia de
la fluoresceina, al reaccionar con los radicales generados por el AAPH, en
presencia de un antioxidante (AH). La funcién del AH es proteger la fluoresceina,
transfiriéndole atomos de hidrogeno a los radicales; entre méas capacidad
antioxidante posee el AH, mas se conservara la emision de luz de la fluoresceina.
Por esta razon, este ensayo puede realizarse en un espectrofotobmetro de
fluorescencia [27]. En la Ecuacidon 1, se muestra la reaccion de los radicales
peroxilo con los antioxidantes (AH) [23].

ROO®* + AH - ROOH +A® Ecuacion 1

1.6 Evaluacién de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de
decoloracién del catién-radical ABTS™

El ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™ ha sido usado por la industria

alimenticia para determinar la actividad antioxidante en diferentes muestras, entre

ellas, pulpa de frutas [55] y algunos colorantes alimenticios sintéticos [56]. Esta

prueba consiste en el monitoreo espectrofotométrico de una reaccion de o6xido-

reduccion donde los antioxidantes se oxidan y el cation-radical ABTS™ se reduce a

su forma ABTS [57]. En esa reaccion, aparece una decoloracion, que genera una
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disminucién en la absorbancia; el grado de decoloracion se expresa como
porcentaje de inhibiciébn del cation-radical, el cual se calcula en funcion de la
concentracion y el tiempo. El catién-radical ABTS™ se produce a partir de la
reaccion entre el ABTS y el persulfato de potasio. Los resultados de este ensayo
se expresan mediante unidades umolTrolox®/g [58]. En la Ecuacién 2, se muestra
la reaccion entre el radical ABTS™ y los antioxidantes (AH) [23].

ABTS™® +AH - ABTS + A"+ H’ Ecuacién 2
1.7 Determinacion del contenido fendélico por el método Folin-Ciocalteu

Los compuestos fendlicos estan conformados por un anillo aroméatico y uno o
varios grupos hidroxilo; poseen diversas estructuras y propiedades bioldgicas,
entre ellas, una gran capacidad antioxidante contra el dafio oxidativo causado por
radicales libres [59]. El método mas utilizado para la determinacion y cuantificacion
de fenoles es el ensayo de Folin-Ciocalteu. Este consiste en la medicion de los
fenoles que reaccionan con agentes oxidantes; en este procedimiento, se usa el
reactivo Folin-Ciocalteu, que esta conformado por una mezcla de &cidos
fosfomolibdico y fosfowolframico, que reaccionan con cualquier fenol para dar
productos cromoéforos [60]. ElI método de Folin-Ciocalteu es un ensayo
colorimétrico, basado en una reaccion de Oxido-reduccion, donde el reactivo de
Folin-Ciocalteu se reduce y los compuestos fendlicos se oxidan en un medio
bésico. Esta reaccion es notoria debido a un cambio de color, de amarillo a azul.
Gracias a este cambio de color, es posible monitorear la reacciébn en un
espectrofotometro. La absorbancia del color azul se mide a una longitud de onda
de 750 nm, y la intensidad de la absorcidén es proporcional a la concentracion de
los compuestos fendlicos [61]. En la Ecuacién 3, se muestra la reaccion entre el
reactivo Folin-Ciocalteu y fenoles [23].

I
+ Reactivo de Folin-Ciocalteu — 5 @ Ecuacion 3

Compuesto fendlico Compuesto fendlico oxidad

OH
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1.8 Caracterizacion de los compuestos y técnicas instrumentales

La mayoria de muestras biologicas que se encuentran en la naturaleza, son
mezclas complejas, como el petrdleo, aceites esenciales, extractos vegetales,
entre otras; para la identificacion de la composicién quimica de una mezcla, se
necesita su separacion. La cromatografia es una técnica util para separar
compuestos, que tiene ciertos alcances o limites, segun algunas propiedades
fisicoquimicas de las sustancias, como son la polaridad, la termoestabilidad y el
peso molecular. La cromatografia liqguida es apta para sustancias de alto peso
molecular (> 450 Da), termolabiles y polares; la cromatografia gaseosa analiza
sustancias de mediana o alta volatilidad, bajo peso molecular y termoestables [62].
Por esta razon, es necesario el analisis por medio de las dos técnicas
cromatograficas para identificar y cuantificar los compuestos de bajo y alto peso
molecular de los extractos obtenidos.

1.8.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia gaseosa (GC) puede separar compuestos en una mezcla, que
poseen propiedades como la alta termoestabilidad, el bajo a mediano peso
molecular y la volatilidad de las moléculas. Debido a estas condiciones, la GC es
una técnica apta solo para el 10% de las muestras, aproximadamente [62]. Este
método se utilizé para separar los compuestos de bajo peso molecular presentes
en cada uno de los extractos obtenidos de la flor de B. macrophylla. Estos,
posteriormente, se identificaron por medio de sus espectros de masas e indices de
retencion.

Como mencionan Stashenko, E. E. y Martinez, J. R. (2010) [63], “la necesidad de
identificar inequivocamente los componentes de una mezcla, fue el motor para el
desarrollo de diferentes métodos de acoplamiento tandem”, uno de estos métodos
tandem, es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). La unidn de estas dos técnicas fue idonea, ya que la GC acoplada a la MS
con impacto de electrones (EI) puede identificar compuestos de bajo peso
molecular y termoestables [62]. EI método GC-MS consiste en la separacion de
cada compuesto presente en una muestra, segun su tiempo de retencion, en una
columna cromatogréfica (apolar o polar), y en la obtencion de espectros de masas
para todos los componentes del cromatograma. Estos espectros y tiempos de
retencibn se comparan con los de bases de datos certificadas, confiables, y
algunos articulos de otros autores [64, 65]. Se logra un gran avance en la
caracterizacion de los compuestos de una mezcla, por medio de los indices de
retencién y los espectros de masas referenciales.
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1.8.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia liquida (LC) es una técnica apta para el analisis de moléculas
polares, termolabiles y de alto peso molecular [66]. Algunos compuestos de los
extractos vegetales no son termoestables, y pueden descomponerse en el puerto
de inyeccion del cromatdgrafo de gases. También, se presentan compuestos poco
volatilizables y de alta polaridad como los flavonoides; para la identificacion de
este tipo de compuestos es necesario el uso de otra técnica que permita el analisis
de compuestos polares, termolabiles y de alto peso molecular. Esta técnica de
separacion, es la cromatografia liquida [66].

La LC se ha usado en el andlisis de compuestos de polaridades media y alta,
entre ellos, algunos metabolitos secundarios de las especies vegetales. Para este
analisis, se debe tener en cuenta la seleccion de la fase estacionaria, ya que varia
segun la naturaleza y propiedades de los analitos [66, 67]. Cuando la muestra se
disuelve, los analitos son arrastrados a lo largo de la columna cromatografica por
medio de la fase mdvil; alli, los analitos interactian en diferentes grados con la
fase movil y la fase estacionaria, y esto hace que los componentes de la muestra
se separen, en funcion de estas interacciones; los coeficientes de distribucion y los
tiempos de salida diferentes de la columna, son su manifestacion.

Para el analisis de compuestos fendlicos y flavonoides, la LC-MS se ha usado
como técnica de separacion e identificacién; en general, para el analisis de
flavonoides, se utiliza HPLC en fase reversa (RP-HPLC) [68]. En LC se emplean
sistemas de deteccidn tales como detectores de arreglos de diodos (DAD), de
fluorescencia y detectores de masas (MSD). Como los compuestos fendlicos
estan conformados por al menos un anillo aromatico, estos compuestos absorben
luz y es comun que su andlisis se realice también con HPLC/UV-vis [68].

1.8.3 Espectroscopia ultravioleta visible, método antocianinas monoméricas
totales

Las antocianinas son compuestos fendlicos, que pertenecen al grupo de los
flavonoides; estan conformadas por una aglicona unida a un azdcar, por medio de
un enlace glucosidico. Cumplen una funcién importante en la planta, desde otorgar
proteccion contra la radiacion ultravioleta, hasta atraer polinizadores [69].

Algunos de los compuestos encontrados en los pigmentos de frutos, hojas, y
flores, son las antocianinas; a éstas se les atribuyen actividades anticancerigenas
y antioxidantes. Debido a su estructura, las antocianinas presentan maximos de
absorcion en el rango ultravioleta-visible, a pH muy bajos, o que permite su
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caracterizacion por medio de la espectroscopia ultravioleta-visible [70]. Un
procedimiento, que se usa para determinar la calidad de alimentos, es el método
de antocianinas monomeéricas totales, llamado también método del pH diferencial.
Este ensayo se basa en la transformacién estructural del croméforo de la
antocianina en funciéon del pH, que se puede monitorear por medio de
espectroscopia UV-vis. ElI método de pH diferencial permite la medicion
cuantitativa de forma rapida y economica respecto a una antocianina especifica
[71].
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2. METODOLOGIA
2.1 Recoleccion y secado del material vegetal

Las flores de B. macrophylla se recolectaron en el jardin experimental del Centro
de Investigacion de Excelencia CENIVAM, ubicado en el campus principal de la
Universidad Industrial de Santander, sede Bucaramanga. El material vegetal
fresco, se seco en un liofilizador (Véase Figura 6) de bandejas Virtis Advance
Plus (SP Scientific, New York, EE.UU.) durante 24 h; seguidamente, el material
vegetal se picO, tamizg, se sometié a una corriente de nitrogeno para garantizar
una atmésfera inerte y se almaceno en oscuridad.

Figura 6. Liofilizador de bandejas Virtis Advance Plus (SP Scientific, New York,
EE.UU.). Foto tomada por la autora. Lugar, CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

2.2 ldentificacion botanica

Con el fin de tener seguridad en la identificacion de la especie vegetal, se elaboro
una exsiccata de B. macrophylla, que se envié al Herbario Nacional Colombiano,
ubicado en el Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia (Bogota).
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2.3 Obtencién de los extractos
2.3.1 Reactivos

AAPH (clorhidrato de 2,2’-azo-bis-(2-amidino-propano), 98%, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EE.UU.).

ABTS (sal de diamonio del acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico,
98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

Acetato de sodio (99%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Acetonitrilo grado LC-MS (99.9%, Honeywell Burdick & Jackson, New Jersey-
EE.UU.).

Acido acético (99.9%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Acido clorhidrico (37%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Acido férmico (98%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Acido galico (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

BHT (Butilhidroxitolueno, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

Cianidina (99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth-Alemania).
Cianidina-3-glucdsido (99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth-Alemania).
Cianidina-3-rutinésido (99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth-Alemania).
Cloruro de potasio (99.5%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Etanol (99.9%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Fluoresceina (benzoato disédico de 2-(3-0x0-6-6xido-3H-xanten-9-il, 99%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

Galato de epigalocatequina (98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).
Hidréxido de sodio (99%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Metanol (99.9%, Merck, Darmstadt-Alemania).

Pelargonidina-3-glucésido (99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth-Alemania).

Persulfato de potasio (PDS, 97%, Merck, Darmstadt-Alemania).
38



Quercetina-3-ramnosa (98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).
Quercetina-3-rutindsido (98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).
Reactivo de Folin-Ciocalteu (2N, Merck, Darmstadt-Alemania).
n-Tetradecano, ISTD (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).)
a-Tocoferol (96%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromén-2-carboxilico, 97%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EE.UU.).

2.3.2 Dispersion de la matriz en fase sélida

Para la obtencion de extractos por MSPD, se empled la metodologia propuesta
por Xiao, H.B. et al. (2004) [72], en la cual se mezcl6 material vegetal (0,5 g),
Silice-C1g (0,5 g) y metanol (1 mL) como agente dispersante. Como solvente de
elucion, se utilizo la mezcla metanol-agua (10 mL, 9:1). Al extracto obtenido, se le
retird el solvente, por medio de rota-evaporacion (Rota-evaporador, Heidolph, Hei-
VAP Advantage HL, Chicago, EE.UU.) y liofilizacion. Posteriormente el extracto, se
almacené en frascos &mbar, a una temperatura de 4°C, para su posterior analisis.

2.3.3 Extraccion con fluido supercritico

En la obtencién de extractos con fluido supercritico (SFE), se implementé la
metodologia realizada por Paes, J. et al. (2014) [73] con algunas modificaciones.
La extraccién se realizd bajo las siguientes condiciones: 200 bar de presion, 40 °C
de temperatura, un flujo de CO, de 40 g/min y como co-solvente etanol. El material
vegetal (375 g), se envasé en una cadmara de 2 L de un equipo de extraccion
supercritica a escala piloto Thar SFE-2000-50 FMC (Thar Instruments, Inc,
Pittsburgh, PA, EE.UU.), provisto con un porta-muestra en acero inoxidable, un
regulador automatico e independiente de temperatura y presion, bombas de alta
presion P-200?%, para el CO,, y un medidor de flujo Sitrans FC Massflo tipo
MASS6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania).

2.3.4 Extraccién con solventes

En la extraccién con solventes, se uso la metodologia implementada por Ersus, S.
et al. (2007) [74], con algunas modificaciones. El solvente fue la mezcla etanol-
agua, en diferentes proporciones, y se utilizé sonicacion.
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Con el fin de encontrar las mejores condiciones de extraccion, se realizé un disefio
experimental 2° del método de extraccién, con cuadruplicado en el punto central,
donde el observable fue el contenido de antocianinas monoméricas totales,
determinado por el método pH diferencial. Las siguientes fueron las tres variables
de extraccion: 1). Relacion etanol-agua como solvente; 2). Porcentaje de acidez
(% HCI) y 3). Temperatura de extraccion ( °C). Los niveles de cada una de las
variables de extraccion se pueden apreciar en la Tabla 3.

Tabla 3. Matriz de experimentos para el disefio experimental 2° de la extraccién
con solvente.

N° X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
Variable X1, relacion etanol-agua (v/v)
-1 0 1
2-1 5-1 8-1
Variable X2, %HCI (% v/v)
-1 0 1
0 0,5 1
Variable X3, temperatura ( °C)
-1 0 1
30 40 50

Para la obtencion de los extractos, se uso flor liofilizada (1 g), se adiciond la
mezcla hidro-etandlica (20 mL) y se llevoé a un bafio de ultrasonido (Elmasonic
S15H, Singen, Alemania), durante 15 min. El residuo se separé por filtracién por
gravedad y se extrajo una vez mas, bajo las mismas condiciones. Los extractos
obtenidos se roto-evaporaron (Rota-evaporador, Heidolph, Hei-VAP Advantage
HL, Chicago, EE.UU.), se liofilizaron (Véase Figura 6, Virtis Advance Plus, New
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York, EE.UU.) con el fin de eliminar el solvente de las extracciones, e
inmediatamente se almacenaron a 4°C y protegidos de la luz para su posterior
analisis.

Para el tratamiento estadistico de los datos, se realizé el andlisis de varianza
(ANOVA) de los resultados. La variable de respuesta fue el contenido de
antocianinas monomeéricas totales. A partir del analisis de varianza, se determiné
cudles variables y sus interacciones tuvieron un efecto significativo en la obtencién
de antocianinas.

2.4 Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno

La metodologia propuesta por Ou, B. et al. (2001) [27], con algunas
modificaciones, se utilizé en este estudio. Se emple6 un lector de microplacas
(Turner Biosystems Inc. Modulus™ Il Microplate Multimode Reader, CA, EE.UU.)
de 96 pozos (Véase Figura 7), a 37 °C, en el modo fluorescencia y a una longitud
de onda de 510 nm; como molécula fluorescente, se uso fluoresceina y como
patrén de referencia, Trolox®. La capacidad antioxidante se midié a partir de la
diferencia de disminucién de fluorescencia, entre el area bajo la curva (ABC) de
los extractos y el ABC del blanco (Véanse Ecuaciones 4 y 5). Esta diferencia,
llamada &rea neta, se expres6 en pmolTrolox®/g de extracto, por medio de una
curva de calibracion. Con el fin de comparar la actividad de los extractos con otros
antioxidantes de uso industrial, se midié la actividad para el BHT y el a-tocoferol
bajo las mismas condiciones. Cada medicion se realizo tres veces.

88
ABC = Z ft Ecuacion 4
ft=0

Donde, f; es el valor de fluorescencia en un tiempo t (min).

ABCpetqa = ABChuyestra — ABCrianco Ecuacion 5
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EPE

Figura 7. Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modules™ II, CA, EE.UU.
Foto tomada por la autora. Lugar: CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

2.5 Evaluacién de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de
decoloracion del cation-radical ABTS™

La evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS™, se realizo bajo
la metodologia reportada por Re, R. et al. (1999) [58] con algunas modificaciones.
Se us6 un lector (Véase Figura 7) de microplacas (Turner Biosystems Inc.
Modulus™ 1I Microplate Multimode Reader, CA, EE.UU.) de 96 pozos, en el modo
absorbancia, a una longitud de onda de 734 nm. El catién-radical ABTS™ se formé
a partir de una solucion de ABTS (7 mM) en buffer acetato de sodio (20 mM, pH
4.5) y una solucion de persulfato de potasio (2.45 mM). La solucion resultante se
llevé a un bafo de ultrasonido por 30 min, y se mantuvo a 4 °C, protegida de la luz
durante 24 h, tiempo requerido para la estabilidad del cation-radical ABTS™.
Cumplido el tiempo necesario, se tomo solucion de catién-radical ABTS™ (aprox.
1000 pL) y se diluyé en la solucion buffer hasta alcanzar una absorbancia de 0.71;
logrado este valor, la solucion final se almacend en la nevera a 4 °C, durante 30
min, hasta su uso. Los extractos fueron diluidos en buffer, a cada placa del lector
se adicionaron la muestra y la solucion final del catién-radical ABTS™. Para
expresar los resultados en unidades de pmolTrolox®/g de extracto, se realizé una
curva de calibracién con Trolox® y se determiné el porcentaje de inhibicion por
medio de la Ecuacion 6. Cada medicion se realizo por triplicado.

A —A
%Inhibicion = —2anco _muestra . 4009, Ecuacién 6

Ablanco
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2.6 Determinacion del contenido fendlico por el método Folin-Ciocalteu

Para determinar el contenido total de fenoles se empled la metodologia descrita
por Magalhaes, L.M. et al. (2010) [75], usando acido galico como patrén de
referencia, para realizar una curva de calibracion y expresar el contenido fendlico
en mg acido galico/g de extracto. En este ensayo se emple6 un lector (Véase
Figura 7) de placas (Turner Biosystems Inc., Modulus™ II Microplate Multimode
Reader, CA, EE.UU.), con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos, equipado
con médulos de absorbancia (UV-Vis) y fluorescencia. Se preparoé la solucion del
reactivo de Folin-Ciocalteu (2.0 N) en agua tipo I, y una solucion de hidroxido de
sodio (0.35 M) para obtener el medio basico. Las mediciones se realizaron en el
modo de absorbancia, y a una longitud de onda de 750 nm, con una temperatura
de 25 °C. Cada medicion se realiz6 por triplicado.

2.7 Caracterizacion de los compuestos y técnicas instrumentales
2.7.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

El andlisis de los compuestos de bajo peso molecular, se realizd6 en un
cromatdgrafo de gases GC 7890 (Agilent Technologies, AT, Palo Alto, CA,
EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas MSD 5975C (AT, Palo Alto,
CA, EE.UU.) con ionizacién por impacto de electrones (El) de 70 eV. Se usé una
columna cromatogréafica apolar [DB5-MS de 60 m x 0.25 mm 0.25 um, con fase
estacionaria de 5% poli(dimetilsiloxano)]. Los datos se procesaron en el software
GC ChemStation Version B.01.03. La identificacién de los compuestos se realizé
comparando los indices de retencién lineales y los espectros de masas obtenidos
experimentalmente, con los reportados en las bases de datos ADAMS y NIST [64,
76]. Los indices de retencion lineales se hallaron por medio de los tiempos de
retencibn de los analitos y los tiempos de retencibn de una mezcla de
hidrocarburos, segun la Ecuacion 7 [77].
tRn

t —_
IRL = 100n + 100 2X_&n

try — trn

Ecuacion 7

Donde:
IRL: indice de retencion lineal del analito.
n: Namero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluye antes del analito.

trx: Tiempo de retencion del analito.
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trn: Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye antes del analito.
trn: Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye después del analito.
2.7.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

El analisis de los compuestos fendlicos, se realizd en un cromatégrafo liquido
HPLC (AT 1200 Series, Palo Alto, CA, EE.UU.) con ionizacién por
electronebulizacion (ESI), acoplado a un detector de masas MSD con analizador
de tiempo de vuelo (TOF-MS 6210, AT, Palo Alto, CA, EE.UU.), operado en modo
positivo, con 4000 V en el capilar y 200 V en el fragmentador (Véase Figura 8). La
separaciéon cromatografica se llevd a cabo en una columna Cig Kinetex
(Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.) de 100 m x 4,6 mm d.i., 2.6 um de tamafio
de particula. La fase movil A, fue una solucion acuosa con acido férmico al 0.2% y
la fase movil B, acetonitrilo con acido formico al 0.2%. La condicion inicial de
gradiente fue de 90% de Ay 10% de B, cambiando linealmente hasta 20% de B en
5 min, después 80% de B en 10 min, se mantuvo durante 5 min, posteriormente,
cambié a 100% de B en 5 min, y se mantuvo durante 5 min, el retorno a las
condiciones iniciales se hizo en 15 min. El flujo fue de 0,2 mL/min y el volumen de
inyeccion fue de 4 pL. Los valores obtenidos se procesaron por medio del software
MassHunter, versién B.02.00-SP3. La identificacién de los compuestos se realizo
con base en los tiempos de retencion y los espectros de masas, con patrones
certificados, y estudiando el patrén de fragmentacion del ion molecular.

Figura 8. Cromatodgrafo liquido acoplado a un espectrometro de masas (TOF), por
medio de una interface ESI. Foto tomada por Dra. Elena Stashenko. Lugar:
CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

44



2.7.3 Espectroscopia ultravioleta visible: método antocianinas monomeéricas
totales

El analisis de las antocianinas se realizé en un espectrofotdmetro JENWAY 6300
(Burlington, EE.UU.), en el rango de longitudes de onda de 200 a 800 nm. Se
implement6 el método diferencial de pH, descrito por Giust, M. et al. (2001) [71].
Se usaron dos soluciones, la primera, del acido clorhidrico-cloruro de potasio
(0.025 M) a pH 1.0, y la segunda, del acido acético-acetato de sodio (0.4 M) a pH
4.5. Se tom6 una cantidad determinada de los extractos (los miligramos
necesarios para que la lectura de absorbancia estuviera en el rango de 0.100 a
1.00, a A= 516 nm y A= 700 nm) y se le adiciond solucion de cada una, por
separado. Se midi6 la absorbancia frente a un blanco (las soluciones buffer) en las
longitudes de onda 516 y 700 nm. La absorbancia total se calculd, segun la
Ecuacién 8.

Ar = (Asienm — A700nm)pH 10— (As16mm — Az00 nm)pH 45 Ecuacion 8

La absorbancia total se us6 para hallar el contedio de antocianinas monoméricas
totales, por medio de la Ecuacion 9.

o o mg Ar x PM x FD %1000 ..
Antocianinas monomeéricas, i = o Ecuacion 9

Donde, At es la absorbancia total, PM es el peso molecular de la antocianina a
evaluar, pelargonidina-3-glucésido (433.1135 g/mol), FD es el factor de dilucion, ¢
es la absortivdad molar de la antocianina (31620 L* mol™ cm™) y | es la longitud
atravesada por la luz (1 cm).

Los valores de PM y ¢ corresponden a los de pelargonidina-3-glucésido. Los
resultados se expresaron en mg de pelargonidina-3-glucésidol/L.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Identificacién boténica

En el Herbario Nacional Colombiano de la Universidad Nacional de Colombia
(Bogota), se realizo la identificacion de la especie vegetal, que se encuentra en el
jardin experimental del Centro de Investigacion de Excelencia CENIVAM, ubicado
en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander (7°08°25.1°N
73°06’58.4"W, Bucaramanga). La caracterizacion de la especie en estudio se
muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Identificacién taxonémica de Brownea macrophylla.

Genero Especie Familia N° Voucher COL
Brownea macrophylla Fabaceae 582310

3.2 Analisis del estudio por espectroscopia UV-vis por el método del
contenido total de antocianinas monomeéricas de los extractos con solvente

Se elaboré un disefio experimental 23, que corresponde a 3 variables en estudio
con dos niveles por variable, con cuadriplicado en el punto central (Véase Tabla
3), con el fin de encontrar las mejores condiciones de extraccion de antocianinas.
El observable fue el valor del contenido total de antocianinas monomeéricas, por
medio del método de Ph diferencial, descrito en las Secciones 3.3.4.y 3.7.3. Los
resultados del disefio experimental, con su observable (mg pg-3-glu/L), se
muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Valores del contenido total de antocianinas monomeéricas (mg pg-3-glu/L)
de los extractos hidro-etanolicos de flores de B. macrophylla.

NE X1: X2: X3: Cantidad, mg pg-3-
Etanol:Agua HCIl, % Temperatura, °C glu/L
1 2:1 0 30 38,49
2 8:1 0 30 47,39
3 2:1 1 30 30,41
4 8:1 1 30 48,08
5 2:1 0 50 28,35
6 8:1 0 50 12,60
7 2:1 1 50 18,22
8 8:1 1 50 43,15
0 5:1 0.5 40 17,62
0 5:1 0.5 40 17,26
0 5:1 0.5 40 16,57
0 5:1 0.5 40 17,81

En la Tabla 5, se muestra que el experimento 4 arrojé el valor mas alto del
contenido total de antocianinas monomeéricas. Sin embargo, se realiz6 un ANOVA,
para establecer cuales variables e interacciones entre las variables fueron
significativas en la obtencion de antocianinas.

Tabla 6. Efectos de las variables de estudio y sus posibles combinaciones.

EFECTOS

Valores 0 Mezcla/ Mezcla/ Temp./ Mezcla/ %HCI/
Fischer Mezcla % HCI  Temp. % HCI Temp. % HCI Temp.
E;?Cher 54114 71,69 163014 103524 12812 327.36 431,26
I:umbral

Fischer* 10,13

* El valor Fymnpra Fischer, se halld, usando el software Microsoft Excel.

En el ANOVA, se realizé un analisis de efectos principales por medio de la prueba
F con el 95% de confianza, y se encontro, que las variables X1, X2, X3 y las
interacciones entre ellas, presentaron efectos significativos, segun el analisis
estadistico (Véase Tabla 6). Esto quiere decir, que todas las variables inciden
significativamente en la extraccién para obtener mejores valores del contenido
total de antocianinas monoméricas. El efecto de la temperatura fue el mas alto
(1630.14), lo que indica que la temperatura es una variable importante para el
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aislamiento de antocianinas. En el disefio, el mayor valor del contenido total de
antocianinas monomeéricas se obtuvo con la temperatura mas baja (30 °C). Esto
concuerda con lo encontrado por Vatai, T. et al. (2009) [78], quienes evaluaron el
contenido de antocianinas en uvas rojas para las cepas Refosco, Merlot y
Cabernet de una marca comercial de vinos. Ellos encontraron que, al disminuir la
temperatura, el valor de antocianinas monoméricas totales aumentd. También
estudiaron el contenido antocianico variando el solvente de extraccion, desde
agua, acetona y diferentes relaciones de etanol:agua, y encontraron que el
contenido de antocianinas monoméricas totales fue mayor con la relacién mas alta
de etanol:agua, lo que coincide con el disefio experimental que se usé en el
presente trabajo, donde la relacion 8:1 de etanol:agua fue la que produjo el mayor
valor de mg pg-3-glul/L.

La variable de porcentaje de acidez (% HCI), aunque no tuvo un efecto tan grande,
si es significativa en la extraccion. Este resultado tiene coherencia, debido a que
las antocianinas tienen estabilidad en medios acidos y preservan su coloracion.
Giusti, M. et al. (2001) [71], mostraron que a Ph 1.0, se mantiene estable el ion
flavilio, responsable de la coloracién rojiza, y a un Ph de 4.5, la estructura de la
antocianina se pierde, abriéndose el anillo C y originando una estructura de
chalcona, una forma incolora. El Ph tiene efecto en la estructura y la estabilidad de
las antocianinas; la acidez tiene un efecto de estabilizacion sobre la molécula.

Como se muestra en la Tabla 6, las interacciones entre las variables bajo estudio
también presentaron un efecto significativo en la obtencion de antocianinas
monoméricas totales, lo que indica, que es importante tener en cuenta las
interacciones entre las variables al momento de realizar la extraccion.

En las Figuras 9 y 10 se muestra la influencia de los niveles de las variables sobre
el observable, i.e., antocianinas monoméricas totales, dejando constante la
variable temperatura. Con base en las graficas de superficie, se nota una
tendencia de aumento en el observable a niveles altos de relacion etanol-agua y
porcentaje de acidez, para ambas temperaturas.
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Figura 9. Grafica de superficie a temperatura constante en el nivel inferior (30 °C).
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Figura 10. Grafica de superficie a temperatura constante en el nivel superior (50 °C).
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Figura 11. Representacion gréafica del disefio 23, con los valores del contenido de
antocianinas monomeéricas totales.

En la Figura 11, se muestra el campo de muestreo con los valores de los
observables obtenidos, cuando se monitorearon tres variables de extraccién. En la
grafica, se puede apreciar que las condiciones de extraccion para obtener el
mayor contenido de antocianinas monomeéricas totales son: temperatura baja (30
°C), contenido de &cido clorhidrico alto (1% HCI) y la relacion de etanol:agua (8:1)
mas alta.

El extracto hidro-etandlico 4, que present6 el mayor contenido de antocianinas en
mg pg-3-glu/L (48,1 mg pg-3-glu/L), fue seleccionado para determinar la actividad
antioxidante, el contenido fendlico y para realizar su analisis por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas y espectroscopia ultravioleta-visible.

3.3 Identificacion por GC-MS de los compuestos extraidos por SFE

El andlisis del extracto obtenido con fluido supercritico, se realizé6 con un
cromatdégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas, bajo la
metodologia descrita en la Seccién 3.7.1. En la Tabla 7 y en la Figura 12, se
muestran los metabolitos presentes en el extracto. Su identificacion se realizé con
base en dos pardmetros: el primero, la determinacion de los indices de retencion
lineales (Véase Seccidén 3.7.1) de cada analito, y su comparacién con indices de
bases de datos y articulos de otros autores [64, 65, 79]; el segundo parametro de
identificacion, fue la comparacion de los espectros de masas experimentales
(Véase Anexo 1) con espectros de bases de datos de referencia [64, 76].
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Figura 12. Cromatograma del extracto con SFE de flores de B. macrophylla
obtenido por GC-EI-MS

Tabla 7. Identificacibn por GC-MS de compuestos en el extracto, obtenido con
SFE, de flores de B. macrophylla.

Nombre Formula : IRL, DB-5 - A/Aisto Clasificacion
Experimental Literal

Acido palmitico ~ Ci1gH3,0 1955 19551 0,072 AGS

Acido linoleico C1sH320; 2128 2130 0,17  AGI, C18:2
a-Acido linolénico  CigHz00> 2133 2134841 013  AGI, C18:3
Campesterol CagHas0 3281 3305 0,18  Fitoesterol
y-Sitosterol CaoHs00 3325 33515 0,9 Fitoesterol
Fucosterol Co9H150 3331 33054 0,17 Fitoesterol

AGS: Acido graso saturado.

AGI: Acido graso insaturado.
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La soya (Glycine max) que pertenece a la familia Fabaceae, la misma de la
Brownea, en su composicidn quimica, presenta en comun con las flores de B.
macrophylla los acidos grasos linoleico, linolénico y palmitico (Véase Tabla 7) [80].
El &cido palmitico es un &cido graso precursor de otros acidos grasos mas largos y
de la vitamina A, participa en la regulacion de hormonas, y tiene funciones de
transmision de mensajes entre células [81].

En el extracto obtenido con fluido supercritico de flores de B. macrophylla, se
identificaron los siguientes fitoesteroles: fucosterol, campesterol y y-sitosterol
(Véase Tabla 7), los cuales poseen funciones de soporte y estructura para la
célula vegetal; estos compuestos también estan presentes en la soya, que posee
y-sitosterol y campesterol [82]. Lo anterior indica, que algunas especies de la
misma familia, como la soya y la B. macrophylla, poseen composiciones quimicas
similares.

3.4 Analisis por LC-MS y UV-vis del extracto obtenido por solvente

El extracto obtenido con solvente, se analizé por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), con una interfaz de electronebulizacién, segun,
la metodologia descrita en la Seccion 3.7.2. La identificacion de los compuestos
del extracto, se realizé por LC-MS con solventes polares (agua, acetonitrilo),
debido a que la mayoria de los compuestos que se extraen son de alta polaridad y
termolabiles, lo cual impide su andlisis por cromatografia de gases. En la Tabla 8,
se muestran los compuestos del extracto identificados por LC-ESI*-TOF-MS; en la
Figura 13, se aprecia el cromatograma del extracto hidro-etandlico obtenido de
flores de B. macrophylla.

Tabla 8. Compuestos identificados por LC-ESI*-TOF-MS, en el extracto hidro-
etandlico aislado de flores de B. macrophylla.

Masas

Formula A ppm
Compuesto Experimental Exacta
Pelargonidina-3,5-diglucésido* C,7H3;015 595,1659 595,1663 0,67
Ci&ﬂidiﬂﬁ-B-g'UCéSidO** Cs1H>21011 449,1089 449,1084 1,11
Pelargonidina-3-glucésido** C21H21019 433,1143  433,1135 1,85
Pelargonidina* C15H1105 271,0611  271,0606 1,80
Peonidina* C16H1306 301,0719  301,0712 2,32
Cianidina** C15H1106 287,0559  287,0556 1,05

*|dentificacién tentativa, segun la fragmentacion del ion molecular protonado.
**|dentificacién confirmatoria, basada en el uso de patrones y fragmentacion del ion molecular
protonado. 52
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Figura 13. Cromatograma del extracto hidro-etandlico, obtenido de flores de B.
macrophylla, por LC-ESI*-TOF-MS.

En el extracto hidro-etandlico se lograron identificar 6 compuestos de naturaleza
polifendlica, de la familia de los flavonoides, concretamente, antocianinas. La
identificacion de los compuestos se realiz6 con base en la fragmentacion de sus
iones moleculares protonados, la comparacion de sus espectros de masas y
tiempos de retencion obtenidos, con los de patrones certificados. Las antocianinas
son glucosidos de las antocianidinas (agliconas), contienen antocianidinas
(Véanse Figura 5y Tabla 2) unidas a un glucido (glicona) por medio de un enlace
glucosidico. Analizando la fragmentacion de la molécula, se logra identificar la
antocianina. En la Figura 14, se muestra el espectro de masas de la
pelargonidina-3,5-diglucésido: se observan tres picos que corresponden a los
siguientes fragmentos: el primero de derecha a izquierda (alrededor de m/z 600),
es el pico correspondiente a la molécula completa y cargada; el segundo pico
(alrededor de m/z 430) corresponde a la pérdida del glacido, generando la
pelargonidina-3-glucésido, y el tercer pico (cercano a m/z 275), pertenece a la
antocianidina, pelargonidina. Otro factor que se tuvo en cuenta para la
identificacion de los compuestos fue el A ppm, que constituye un error en la
medicion de las masas, que se halla por medio de la Ecuacién 10. Los valores A
ppm aceptados para la identificacion de un compuesto, deben ser menores de 3,0

ppm.
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Figura 14. Espectro de masas de la pelargonidina-3,5-diglucésido, obtenido por LC-
ESI*-TOF-MS.

Con el fin de realizar una identificacion inequivoca, los tr y espectros de masas de
los compuestos se compararon con los de patrones certificados (Véase Seccion
3.3.1). Tanto los tiempos de retencion como los espectros de masas, coincidieron
con los compuestos obtenidos en el extracto. Infortunadamente, no todos los
compuestos encontrados pudieron confirmarse, por la ausencia de algunos
patrones. En la Tabla 8, se muestra que los flavonoides pelargonidina-3,5-
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diglucdsido y peonidina, no se confirmaron por medio de los patrones. Los
espectros de masas de estos dos compuestos se reportan en el Anexo 2.

El extracto obtenido, con solvente se analizé por medio de espectroscopia
ultravioleta-visible (Véase Figura 15) en medio acido (pH 1.0 aproximadamente),
con el fin de comparar el espectro del extracto de las flores de B. macrophylla con
el reportado por Giusti, M. et al. (2001) [71].
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Figura 15. Espectro UV-vis (190-650 nm) del extracto hidro-etanélico de flores
de B. macrophylla.

Los andlisis realizados por LC-ESI*-TOF-MS del extracto aislado con solvente
(Véase Figura 13), concuerdan con la informacion obtenida en el analisis de
espectros UV-vis, y muestran que en dicho extracto estan presentes estructuras
antocianicas. Las antocianinas poseen dos bandas caracteristicas en el rango de
UV-vis, la primera alrededor de los 200 nm, generada por el anillo aromatico A, y
la segunda, alrededor de los 490-550 nm, causada por la estabilidad del catién
flavilio (Véase Figura 16) [83]. Las antocianinas son compuestos coloridos
(rojizos), a causa de la carga positiva del catidn flavilio, el cual permanece estable
en medios muy acidos (pH 1.0 aproximadamente) y absorbe energia en el rango
de los 490-550 nm de longitud de onda, lo que indica que refleja en el rango de los
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620-700 nm de longitud de onda aproximadamente, este rango corresponde al
color rojo, el cual concuerda con el color de la flor de B. macrophylla (Véase
Figura 3). En la Figura 15 se muestra el espectro UV-vis del extracto hidro-
etandlico de flores de B. macrophylla, que se compara con el espectro UV-vis
reportado por Giusti, M. et al. (2001) (Véase Figura 17) [71]: ambos espectros son
bastantes parecidos.
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Figura 16. Cation flavilio.
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Figura 17. Espectro UV-vis de pelargonidina-3-soforosido-5-glucésido en pH 1.0 y
pH 4.5. Tomado de Giusti, M. et al. (2001) [71].



3.5 Andlisis por LC-MS y UV-vis del extracto obtenido por MSPD

El extracto obtenido por MSPD, se analiz6 por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, con una interfaz de electronebulizacion, segun la

metodologia descrita en la Seccién 3.7.2.

En la Tabla 9, se muestran los compuestos identificados en el extracto, y en la
Figura 18, se aprecia el cromatograma del extracto aislado por dispersion de la
matriz en fase sélida de flores de B. macrophylla.

Tabla 9. Compuestos identificados por LC-ESI*-TOF-MS, en el extracto aislado

por MSPD de flores de B. macrophylla.

Masas

Compuesto Formula A ppm
Experimental Exacta
Pelargonidina-3,5-diglucésido* Cj7H3;015 595,1669 595,1663 1,06
Pelargonidina-3-glucosido**  Cy1H21010 433,1143 433,1135 1,85
Galato de equigalocatequina** Cy,H19011 459,0930 459,0922 1,74
?Q‘Ja'gietina_s_rutinési doyr  CorHaiOns 611,1615  611,1607 1,31
Cianidina-3-rutinosido* C27H31015 595,1659 595,1663 0,67
Quercetina-3-galactdsido* C21H21012 465,1035 465,1028 1,50
Cianidina-3-glucésido** C,1H21011 449,1089 449,1079 1,11
%féf(';é‘t?ﬁa_:%_ramnosa)** Co1H210m1 449,1072  449,1084 2,67
Cianidina** C15H1106 287,0559 287,0556 1,05

*|dentificacién tentativa, segun la fragmentacion del ion molecular protonado.
**|dentificacion confirmatoria, con base en patrones y fragmentacion del ion molecular protonado.
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Figura 18. Cromatograma del extracto aislado, por MSPD, de flores de B.

macrophylla, por LC-ESI*-TOF-MS.

Entre los compuestos identificados, no so6lo se encontraron antocianinas
(pelargonidinas y cianidinas), sino también flavonoles (quercetinas) y flavanoles
(galato), esto indica que la técnica de MSPD, permitié extraer diferentes clases de
flavonoides ademas de las antocianinas. Este aumento del nimero de compuestos
aislados, puede deberse al solvente usado en la extraccion. En la extraccion por
MSPD, el solvente de elucion fue una mezcla metanol:agua (9:1), y en la
extraccién con solvente, se usé etanol:agua (8:1), lo que indica que el metanol
actia como mejor extractante, esto concuerda también con lo publicado por
Galanakis, C.M. et al. (2013) [84], quienes obtuvieron mejores resultados de
extraccion con una mezcla metandlica que con una etandlica. Ellos propusieron,
como justificacion, que el metanol es un compuesto alifatico de menor tamafio en
comparacion con el etanol, y esto, facilita la interaccion con los compuestos
fendlicos, y genera su mejor solubilidad de estos compuestos en dicho solvente
(como ejemplo, quercitrina: 40 mg/mL en metanol, 30 mg/mL en etanol, a 20 °C
[85]).

La identificacion de los compuestos encontrados en el extracto, se realizO con

base en la fragmentacion del ion molecular protonado, el A ppm, y los tiempos de

retencién de los patrones, segun se describié en la Seccion 4.5. Los espectros de
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masas de los compuestos, identificados tentativamente, se encuentran en el
Anexo 3.

El extracto aislado por dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) de las flores
de B. macrophylla, se analiz0 por espectroscopia ultravioleta-visible en medio
acido (pH 1.0 aproximadamente) (Véase Figura 19).

Los espectros UV-vis de los flavonoides en metanol, presentan dos bandas
caracteristicas debidas a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos. Para
los flavonoles se presentan, una, en el rango de 230-280 nm, y la otra, en el rango
de los 300-390 nm, aproximadamente [86]. Gracias a la identificacién hecha por
LC-ESI*-TOF-MS del extracto obtenido por MSPD (Véase Figura 19), se muestra
que el extracto presenta posiblemente antocianinas y flavonoles, por lo cual, se
esperaria que el espectro UV-vis de este extracto presente las dos bandas
caracteristicas de los flavonoles (230-280 y 300-390 nm).
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Figura 19. Espectro UV-vis (190-650 nm) del extracto de flores de B. macrophylla,
obtenido por MSPD.
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Sin embargo, la Figura 19, muestra que la segunda banda se encuentra en el
rango de 450-540 nm, es decir, se presentd un efecto batocromico
(desplazamiento a longitudes de onda mayor), el cual puede deberse a la
presencia de grupos cromoéforos y conjugaciones en las moléculas bajo estudio
(Véase Figura 5) y las antocianinas presentes en el extracto. Nuevamente, la
absorcion de energia presentada en el rango de 450-540 nm, muestra que el
reflejo de este extracto se encuentra en el rango de 620-700 nm de longitud de
onda, aproximadamente, longitud de onda que corresponde al color rojo, que
coincide con el color de la flor de B. macrophylla (Véase Figura 3).
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En la Tabla 10, se muestran todos los compuestos identificados en los tres
extractos obtenidos (SE, MSPD y SFE) de las flores de B. macrophylla,
identificados por cromatografia de gases y liquida, acoplada a espectrometria de

masas.

Tabla 10. Compuestos identificados en los extractos aislados de flores de B.

macrophylla.
Compuesto Formula Método de extraccion Clasificacion
SE MSPD SFE
Acido palmitico C16H3202 - - +  AGS*
Acido linoleico Ci18H320; - - +  AGI*, C18:2
a-Acido linolénico C18H300; - - +  AGI*, C18:3
Campesterol CagH150 - - + Fitoesterol
y-Sitosterol C20H500 - - + Fitoesterol
Fucosterol C20H4s0 - - + Fitoesterol
Pelargonidina-3,5- -
diglucésido C27H31015 + + - Antocianina
Pelargonidina-3- -
glucosido C21H21010 + + - Antocianina
Pelargonidina C15H1105 + - - Antocianidina
Peonidina C16H1306 + - - Antocianidina
Cianidina-3-rutinésido C,7H31015 - + - Antocianina
Cianidina-3-glucésido C21H21011 + + - Antocianina
Cianidina C15H1106 + + - Antocianidina
Rutina (Quercetina-3-
rutinésido) C27H310156 + Flavonol
Quercetina-3-galactosido Cy1H21012 - + - Flavonol
Quercitrina (Quercetina- i )
3-ramnosa) C21H21011 + Flavonol
Galato de C22H19011 - + - Flavanol

equigalocatequina

*AGS: 4cido graso saturado.
**AGI: acido graso insaturado.
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3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante y del contenido total de
fenoles

Se determiné la capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles, por los
métodos ORAC, ABTS™ y Folin-Ciocalteu, respectivamente, de los extractos
obtenidos con fluido supercritico (SFE), por dispersion de la matriz en fase sélida
(MSPD), y el extracto hidro-etandlico (SE, experimento 4). La metodologia de
estos ensayos esta descrita en las Secciones 3.4, 3.5y 3.6, respectivamente. Los
resultados de estos ensayos realizados a los extractos de flores de B.
macrophylla, se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Capacidad antioxidante y contenido total de fenoles de los extractos de
flores de B. macrophylla

ORAC ABTS™ Folin-Ciocalteu
Muestra (umolTrolox®/g de (umolTrolox®g de (mg acido galico/g

sustancia) sustancia) de sustancia)
SE 670 + 6 710 + 8 9,7 + 056
MSPD 2900 + 50 1863 + 40 579 + 5
SFE 40 + 7 219 + 6 3,5 + 0,7
BHT 460 + 9 1800 + 149 27,2 + 0,2
a-Tocoferol 550 + 13 920 + 63 16,9 + 0,2

El extracto hidro-etanélico (670+6 pmolTrolox®/g), medido por el ensayo ORAC,
tiene un valor mas alto de pmolTrolox®/g en comparacién con las sustancias de
referencia (BHT vy a-tocoferol). Caso contrario sucedié6 en el ensayo de
decoloracién del catién-radical ABTS"™, donde las sustancias de referencia
presentaron mayor actividad en comparacion con el extracto SE (7108
umolTrolox®/g). En el ensayo ORAC, se realiza un mecanismo de transferencia de
protén, en contraste con el ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™,
basado en un mecanismo de transferencia de electrones. Con base en los
resultados obtenidos por estos ensayos, se puede deducir, que el extracto hidro-
etandlico posee mas compuestos susceptibles a transferencia de electrones que
de protones, aunque estén en menor proporcion que las sustancias de referencia.

Para el extracto aislado por MSPD, se obtuvieron valores 2900+50 pmolTrolox®/g
de sustancia en el ensayo ORAC, y 1863+40 umolTrolox®/g de sustancia, usando
el método de decoloracion del cation-radical ABTS™. En ambos ensayos el
extracto tuvo una actividad antioxidante mayor, que la de las sustancias de
referencia (ORAC: BHT 460+9 pumolTrolox®/g de sustancia, y a-tocoferol 550+13
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pmolTrolox®/g de sustancia; ABTS™: BHT 1800+149 umolTrolox®/g de sustancia, y
a-tocoferol 920463 pmolTrolox®/g de sustancia).

Los valores de pmolTrolox®/g de sustancia, hallados para el extracto MSPD, en
comparacion con el extracto hidro-etandlico, fueron mas altos. Una posible
explicacion de esto, puede ser, que por la técnica MSPD se lograron obtener mas
compuestos de naturaleza fendlica que en el extracto hidro-etandlico (Véanse
Figuras 13 y 18). Otra posible explicacion para este aumento en dicha actividad
biologica, puede ser, que en el extracto aislado por MSPD, se empleé como
solvente de elucion una mezcla de metanol:agua y en el extracto con solvente se
us6é una mezcla etanol:agua, como se explicd en la Seccion 4.5, el metanol se
considera un mejor solvente para la obtencion de compuestos de naturaleza
fendlica.

En el extracto SFE, los valores de actividad antioxidante (ORAC: 40x7
pmolTrolox®/g de sustancia y ABTS*": 219+6 umolTrolox®/g de sustancia) fueron
muy bajos en comparacién con las sustancias de referencia, lo cual coincide con
la naturaleza de los compuestos encontrados en el extracto. Como se muestra en
la Tabla 7, los metabolitos identificados en dicho extracto son &cidos grasos y
fitoesteroles, sustancias similares al colesterol, con funciones estructurales y de
soporte para la célula vegetal. Debido a que los compuestos identificados en el
extracto SFE no tienen funciones de proteccion antioxidante, los valores de
umolTrolox®/g de sustancia de este extracto son bajos en comparacién con los
antioxidantes sintéticos, como se muestra en la Tabla 11.

Algunas caracteristicas de estructura de los flavonoides, influyen favorablemente
sobre la capacidad antioxidante de estos compuestos. Entre ellas figuran las
siguientes: a) La presencia de un grupo catecol (o-dihidroxibenceno) en el anillo B,
otorga una capacidad secuestradora de radicales; b) Un enlace doble C,-C3 en el
anillo C le da estabilidad al flavonoide y aumenta la AA; c) La presencia de un
grupo carbonilo en la posicién 4 del anillo C en asociacion con el doble enlace C»-
C; aumenta la actividad captadora de electrones deslocalizados del anillo B; d) La
presencia de grupos hidroxilo o glucidos en las posiciones 5y 7 del anillo A,
produce un aumento en la AA del flavonoide [87, 88].

Entre los compuestos identificados en el extracto por MSPD, se encuentran la
quercitrina  (quercetina-3-ramndsido), la rutina (quercetina-3-rutindésido) y
guercetina-3-galactésido. Estas moléculas cumplen con las 4 caracteristicas
(Véase Anexo 5) descritas anteriormente para el aumento de la AA, y las
cianidina-3-rutinésido, cianidina-3-glucésido y cianidina, tienen 3 propiedades de
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las 4 mencionadas. Entre los compuestos identificados en el extracto hidro-
etandlico, que son cianidinas y pelargonidinas, estas Ultimas sélo poseen 2
caracteristicas de las descritas en el parrafo anterior. Por lo cual, en el extracto
aislado por MSPD, que posee mas compuestos AH, se esperaria una AA mayor
gue en el extracto hidro-etandlico, lo cual concuerda con los resultados obtenidos
(Véase Tabla 11).

El ensayo de Folin-Ciocalteu, mide la cantidad de compuestos fendlicos presentes
en una muestra. En las tres muestras estudiadas en este trabajo (extractos SFE,
MSPD y SE), se determiné por este ensayo el contenido fendlico. Era de
esperarse que el extracto con mayor contenido de fenoles, fuese el extracto por
MSPD, debido a que fue el extracto con mayor nimero de compuestos fendlicos
encontrados. El extracto del que se esperaba menor contenido de fenoles era el
obtenido por SFE, por la misma razén de su baja actividad antioxidante, y la
naturaleza de los compuestos identificados. Estos prondsticos se confirmaron con
la medicion del contenido fendlico, que se expresa en mg acido galico/g sustancia,
donde el extracto aislado por MSPD obtuvo un valor mas alto, seguido del extracto
hidro-etandlico, y por ultimo, el extracto obtenido por SFE (Véase Tabla 11).
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4 CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios presentes en extractos de flores de B. macrophylla se
aislaron por las técnicas de dispersion de matriz en fase sélida (MSPD), extraccion
con solventes (SE) y extraccion con fluido supercritico (SFE).

La extraccion con fluido supercritico permitié obtener compuestos de naturaleza
lipidica (fitoesteroles), a diferencia de las técnicas MSPD y SE, con las cuales se
extrajeron compuestos fendlicos, i.e., flavonoides.

El andlisis por LC-ESI*-TOF-MS de los extractos obtenidos por MSPD y SE,
mostrd la presencia de compuestos fendlicos, tales como quercitrina, cianidinas,
pelargonidinas, entre otros, responsables de la actividad antioxidante.

Por medio del ANOVA se encontré6 que las variables de relacion etanol:agua
(541.14), acidez (71.69) y temperatura (1630.14), presentaron efectos mayores en
comparacién al valor umbral (10.13); por lo tanto, estas variables influyen
significativamente en la obtencion de antocianinas monomeéricas totales.

El extracto obtenido por MSPD presentd la capacidad antioxidante mas alta
(ORAC: 2900 + 50 umolTrolox®/g; ABTS*": 1863 + 40 umolTrolox®/g), segun los
ensayos evaluados, en comparacion con los extractos aislados por SFE (ORAC:
40 + 7 pmolTrolox®/g; ABTS*: 219 + 6 umolTrolox®/g) y SE (ORAC: 670 + 6
umolTrolox®/g; ABTS™: 710 + 8 pmolTrolox®/g); también tuvo el contenido fendlico
mayor (MSPD: 579 + 5 mg &cido galico/g, SE: 9.7 £ 0.5 mg acido gélico/g y SFE:
3.5 £ 0.7 mg &cido gélico/g). Esto muestra que, por MSPD se obtiene un niamero
mayor de compuestos de naturaleza fendlica y antioxidante.

Se obtuvo la longitud de onda de absorcion en el rango del visible, de los extractos
por MSPD (A: 509 nm) y SE (A: 507 nm), por medio de espectroscopia UV-vis,
relacionandose la longitud de onda con el color de la flor.

La mayoria de los compuestos fendlicos identificados en los extractos por MSPD y
SE, son de naturaleza antocianica y se les atribuyen la actividad antioxidante
encontrada en los extractos y la coloracion de la flor.
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5 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar disefio de experimentos para las extracciones,
monitoreando mas variables que influyan en la obtencion y estabilizacion de los
compuestos fendlicos, y utilizando como observables el contenido de antocianinas
monoméricas, el contenido fendlico y la capacidad antioxidante por diferentes
meétodos.

Evaluar la estabilidad de los extractos coloreados y monitorear su degradacion,
con el propdsito de obtener informacion util para la formulacién de productos a
partir de ingredientes naturales.

Debido a que el extracto obtenido por MSPD, presenté valores de actividad
antioxidante mas altos y tenia mas flavonoides, se sugiere usar esta técnica con
diferentes solventes de elucién, entre ellos, mezclas y/o solventes en maximo
valor de pureza, variando la acidez, con el objetivo de optimizar las variables de
extraccion.
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ANEXO A:

Espectros de masas de los compuestos identificados en el extracto por SFE de
flores de B. macrophylla

Espectro de masas del acido palmitico (C16H3205)
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Anexo A. Continuacién.

Espectro de masas del acido linolénico (C1gH3002)
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Anexo A. Continuacién.

Espectros de masas del y-sitosterol (C,9H500)
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ANEXO B:

Espectros de masas de los compuestos identificados tentativamente en el extracto
hidro-etandlico de flores de B. macrophylla.

Espectro de masas de la pelargonidina-3,5-diglucésido
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ANEXO C:

Espectros de masas de los compuestos identificados tentativamente en el extracto

por MSPD de flores de B. macrophylla.

Espectro de masas de la cianidina-3-rutinésido.
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ANEXO D:

Flavonoides identificados en el extracto hidro-etandlico de flores de B.
macrophylla.
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Anexo D. Continuacién.
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ANEXO E:

Flavonoides identificados en el extracto por dispersion de la matriz en fase soélida
de flores de B. macrophylla.
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Anexo E. Continuacion.
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Anexo E. Continuacion.
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